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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren und Vorrichtung zur Probenaufnahme an Kryosubstraten 
@ Zur Probenaufnahme an einem Kryosubstrat (100), auf 
dem jeweils an vorbestimmten Probenpositionen eine 
Vielzahl kryokonservierter Proben (300) angeordnet ist, 
werden einzelne Proben selektiv mechanisch oder ther- 
misch vom Kryosubstrat (100) abgetrennt und zu einem 
Zielsubstrat (130) iibertragen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren ziir Probenaufnahme 
an Kryosubstraten, insbesondere ein Verfahren zur Ubertra- 
gung von Proben im kryokonservierten oder aufgetauten 
Zustand von cinem Kryosubstrat zu cinem Zielsubstrat. Die 
Erfindung betrifft auch eine Vorrichtung zur Implementie- 
rung eines derartigen Verfahrens und ein zur Probenauf- 
nahme funktionell strukturiertes Kryosubstrat. 

Der Detrieb von Kryobanken zur Konservierung von bio- 
logischem Zellmaterial ist in der Zellbiologie, Molekular- 
biologie oder Gentechnik allgemein bekannt In einer Kryo- 
bank wird das Zellmaterial iiber Jahrzehnte verfugbar gehal- 
ten, wobei beispielsweise suspendierte Zellen in kleinvolu- 
migcn, mit eincr Kryoflussigkeit gcfullten Behaltern (Volu- 
men im Bereich von 0.1 bis einige ml) eingefroren werden. 
Um die I^ebensfahigkeit des Zellmaterials nach dem Auf- 
tauen zu gewahrleisten, wurden zahlreiche Prozeduren ent- 
wickelt, die sich beispielsweise auf den Zeitablauf des Auf- 
tauens, Medienzugaben, Behalterformen und dgl. beziehen. 
Mit herkommlichen Kryobanken werden beim Auftauen 
Uberlebensraten im Bereich weniger Prozent bis zu 90% er- 
zielt. Obwohl dies bereits ein relaliv gutes Ergebnis ist und 
Kryobanken weltwcit Verbrcitung gcfunden haben, sind mit 
den bisher verbreiteten Kryokonservierungsprozeduren die 
folgenden Nachteile verbunden. 

Die Lage einzelner Zellmaterialproben im Volumen der 
Kryoflussigkeit ist sowohl wahrend der Einfrier- als auch 
wahrend der Auftauprozeduren unbekannt. Die Materialpro- 
ben sind im kryokonservierten, tiefgefrorenen Zustand nicht 
zuganglich. Es besteht jedoch ein Interesse daran, beispiels- 
weise einzelne Zellen vom kryokonservierten Material zu 
entnehmen, zu vermessen oder zu verandern. Um Zellen 
dennoch entnehmen zu konnen, muG die gesamte Probe auf- 
getaut werden. Dies erfordert eine aufwendige Nachkulti- 
vierung des Zellmaterials zum Ausgleich der Auftauverlu- 
ste. Das kryokonservierte Material umfaGt dadurch im Zeit- 
verlauf nicht mehr nur die urspriinglich konservierten Zel- 
len, sondem ein Gemisch aus Tochterzellen der verschie- 
densten Generationen, wodurch die Spezifitat und Reprodu- 
zierbarkeit von Zelluntersuchungen eingeschrankt wird. Um 
alle Matcrialproben in cinem Kryobchalter dem glcichen 
Abkiihlverlauf auszusetzen, miissen extrem langsame Ein- 
friervorgange vorgesehen werden, da die Abkuhlung von 
den Behalterwanden ausgeht und alle Proben im Kryovolu- 
men annahemd den gleichen zeitlichen Temperaturverlauf 
erfahren sollen. SchlieBlich erschwert oder verhindert das 
Suspensionsmedium (Kryoflussigkeit) die Vermessung und 
Bearbeitung einzelner Zellen bei tiefen Temperaturen. 

Es besteht ein Interesse an neuen Kryokonservierungs- 
techniken zur Uberwindung der genannten Nachteile und 
zur ErschlieBung neuer Felder fur die Zellkonservierung, 
insbesondere da die Untersuchungen in der Biotechnologie, 
Gentechnik oder Medizin zunehmend auf Einzelzellen ge- 
richtet sind, wie z. B. bei der Hybridoma-Zellproduktion im 
Zusammenhang mit der Tumorbekampfung, der Stammzel- 
lenkultur und der Embryogenese. Bei der Entwicklung 
neuer Kryokonservierungstechniken geht man von den fol- 
genden Kenntnissen und Uberlegungen aus. 

Aus physikalischer und auch physiologischer Sicht befin- 
det sich eine bei -196°C eingefrorene Zelle im Zustand ei- 
nes Festkorpers. Die Stoffwechselprozesse sind bis zur mo 
lekularen Ebene vollstandig zum Stillstand gekommen. 
Zellveranderungen ergeben sich lediglich durch langsame 
Umstrukturierungen (z. B. durch Eiskristallwachstum bei 
Temperaturen oberhalb -80°C) und durch Schadigung auf- 
grund kosmischer Strahlung. Letztere besitzt allerdings eine 
fiir praktische Anwendungen unkritische Rate von rd. 90% 



Schadigung nach 30 000 Jahren. Im tiefgefrorenen Zustand 
sollten sich daher Zellen ohne Zeitdruck und mit hochster 
Prazision vermessen, behandeln, verandern, sortieren und 
mechanisch robust anderweitig manipulieren lassen. Dies 

5 setzt allerdings die individuelle Handhabbarkeit der Zellen 
im Kryomedium und die Vcrfugbarkcit von Werkzeugcn zur 
Zellmanipulierung voraus. 

Die physikalischen und chemischen Vorgange beim Ein- 
frieren oder Auftauen biologischen Materials werden bei- 

10 spielsweise in der Publikation von F. Franks "Biophysics 
and biochemistry of low temperature and freezing" in "Ef- 
fects of Low Temperatures on Biological Membranes" (Her- 
ausgeberG. J. Morris et al., Academic Press, London, 1981) 
oder P. Mazur in "Ann. N. Y. Acad. Sci.", Band 541, 1988, 

is S. 514 ff. beschriebcn. Entschcidend fur eine Gefricrkonser- 
vierung iiber lange Zeitraume und ein Auftauen mit mog- 
lichst groBer Uberlebensrate ist die Verhinrierung der Bil- 
dung von intra- oder extrazellularen Eiskristallen und einer 
iibermaBigen Dehydrierung der Zellen. Dabei sind aus phy- 

20 sikalischer Sicht die folgenden Besonderheiten beim Ein- 
frieren und Auftauen zu beachten. Es ist zwar bekannt, soge- 
nanntes vitrifiziertes Wasser durch extrem hohe Einfrierge- 
schwindigkeiten zu erzeugen, bei denen jegliche Eiskristali- 
bildung unterbunden wird. Dies ist jedoch auf ein schonen- 

25 des und lagedefiniertes Einfrieren von Zellmaterial nicht an- 
wendbar, da die GroBe der interessierenden biologischen 
Zellen und die Warmeleitung die Einfriergeschwindigkeit 
auf Werte unterhalb von einigen 10 000 Grad pro Sekunde 
beschranken. Deshalb ist im mikroskopischen Mafistab und 

30 unter physiologischen Bedingungen in der Regel eine Ent- 
mischung, d. h. eine Bildung eutektischer Phasen, die auch 
reine Eisdomiinen umfassen, beobachlbar. Zur Minimierung 
der Entmischung haben insbesondere zu Beginn der Abkiih- 
lung (bis -30°C) zellspezifische Einfrierprogramme die be- 

35 sten Ergebnisse geliefert (s. auch S. P. Leibo et al. in "Cryo- 
biol.", Band 8, 1971, S. 447 ff.). In diesem Temperaturinter- 
vall haben sich Abkuhlraten von einigen Grad pro Minute 
giinstiger als schnelle Temperaturspriinge erwiesen. Es wird 
daher davon ausgegangen, daB die Abkiihl- und Auftaupro- 

40 zeduren mit einem biologisch bestimmten, zeithchen Tem- 
peraturprofil durchzufuhren sind. 

Sobald Temperaturen errcicht werden, bei dcnen die Eis- 
bildung einsetzt, sind jedoch hohere Abkuhlraten sinnvoll, 
da damit das migratorische Wachstum groBer Kisdomanen 

45 auf Kosten kleinerer verhindert werden kann. Bei Tempera- 
turen unterhalb des Bereiches von -80°C erfolgt kein weite- 
res Eiskristallwachstum, so daB eine Zellagerung iiber lange 
Zeitraume moglich ist. Ublicherweise erfolgt die Lagerung 
der Behalter mit Zellmaterial, das in einer Kryoflussigkeit 

50 suspendierl ist, in (lussigen Slickstoff (bei -196°C). Da die 
Probenbehalter verschlossen sind, ist kein direkter Kontakt 
mit der fliissigen Kiihlphase gegeben. Fiir das Auftauen des 
Zellmaterials werden vergleichbare Temperaturablaufe ein- 
gestellt. 

55 Abkuhlprozeduren sind auch aus der Preparation fiir elek- 
tronenmikroskopische Aufhahmen bekannt (s. D. G. Robin- 
son et al. in "Praparationsmethodik in der Elektronenmikro- 
skopie", Springer- Verlag, Berlin, 1985). Im Unterschied zur 
Kryokonservierung mil dem Ziel des Vilalilalserhalts der 

60 Zellen spielt bei der Elektronenmikroskopie die moglichst 
unveranderte molekulare Position der Zellkomponenten die 
entscheidende Rolle. Daher werden bei dieser Preparation 
besonders schnelle Einfriertechniken reahsiert, die z. B. ein 
EinschieBen der Probe in flussige oder unterkiihlte Gase 

65 oder ein Einspriihen von Tropfen in eine unterkiihlte Atmo- 
sphare und Fliissigkeiten umfassen. Dabei werden Abkuhl- 
raten von mehr als 10 000 Grad pro Sekunde erreicht, die al- 
lerdings wegen des Zellvolumens, derendlichen Warmeleit- 
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fahigkeit und der Benetzbarkeit des Materials einen Grenz- Materialproben einer spezifischen Handhabung zuganglich 

wert darstellen. zu machen. 

Ein generelles Problem bei der Kryokonservierung be- Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Schaffung eines 

steht darin, daB sich nicht alle Zellarten in gleicher Weise verbesserten Verfahrens zur Probenaufhahme an Kryosub- 

kryokonservieren lassen. Insbesondere grdBere Objekte 5 straLen, das insbesondere eine selektive Aufnahme vorbe- 

(Zellhaufcn oder dgl.) oder auch stark vakuolcnhaltigc Zcl- stimmtcr Proben oder Probcngruppcn von einem Kryosub- 

len, wie sie speziell bei pflanzlichem Probenmaterial auftre- strat erlaubt. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, Vor- 

ten, lassen sich nur schwer oder iiberhaupt nicht revitalisie- richtungen zur Tmplenientierung eines derartigen Verfahrens 

ren. AufdieseProblemeistdieEntwicklungneuerMikroin- anzugeben. 

jektions- und Zellhandhabungstechniken sowie neuer Kry- 10 Diese Aufgaben werden durch ein Verfahren bzw. Vor- 

oprotektiva gerichtet. Eine von der oben erlauterten Konser- richtungen mit den Merkmalen gerniiB den Patentanspriiche 

vierung in Behaltem abweichende Technik basiert auf dem 1, 11 bzw. 18 gelost. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen und 

Einfrieren bzw. Auftauen des zu konservierenden Zellmate- Verwendungen der Erfindung ergeben sich aus den abhangi- 

rials m adhanerter Fomi auf gekuhlten Oberflachen (s. z.B. gen Anspriichen. 

T. Ohno et al. in "Cryotechnol.", Band 5, 1991, S. 273 ff.). 15 ErfindungsgemaB erfolgt an cinem Kryosubstrat mit ciner 

Die Kryokonservierung an gekiihlten Oberflachen ist Vielzahl von Proben, die an vorbestimmten Probenpositio- 

zwar schwieriger zu handhahen als das Suspensionsprinzip, nen angeordnet sind, eine vorbestimmte, selektive Proben- 

hat sich jedoch vorteilhaft bei der Untersuchung der bei der aufnahme durch eine positionsspezifische, mechanische 

Kryokonservierung stattfindenden Prozesse und bei der Er- oder tliermische Abtrennung der Proben vom Kryosubstrat 

zielung hoher Uberlebensraten beim Auftauen erwiesen. 20 und eine Ubertragung der freigegebenen Proben auf ein 

Die Kryokonservierung auf Substratoberflachen erlaubt es, Zielsubstrat. Unter Probenaufhahme wird hierbei allgemein 

daB Randbedingungen der jeweiligen Prozedur, wie z. B. jede Form der Auf- oder Entnahme von Proben, gegebenen- 

Oberflachentemperatur, Wanneleiiung, Zell- oder Tropfen- falls mit besliimnten Substratteilen, verstanden. 

gr6Be u. dgl., genaucr und variabler ak in der Suspension ci- Als Kryosubstrat (oder: Tragersubstrat, Substrat) wird 

nes Kryomediums eingestellt und erfaBt werden konnen. 25 hier jede Einrichtung bezeichnet, die sich als Trager fur an 

Dies wird insbesondere bei der Kryomikroskopie ausge- gekiihlten Oberflachen eingefrorene Proben eignet. Hs dient 

nutzt, wobei biologische Zellen, die in Lbsungsmitteltropfen der Probenkonservierung oder -lagerung. Das Kryosubstrat 

eingeschlossen sind, auf tiefgekuhlte Oberflachen aufgene- besteht aus einem Tragermaterial zur linien- oder flachen- 

belt oder aufgespriiht werden (s. H. Plattner et al. in formigen Probenanordnung mit einer unten im einzelnen er- 

"Freeze-etching. Techniques and Application", Herausgeber 30 lauterten funktionellen Oberflachenstrukturierung. GerniiB 

E. L. Benedetti et al., "Soc. Franc. Microsc. Electronique", einer bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Tragerma- 

Paris 1973, S. 81 ff., und PCT/US94/01156). Ein Nachteil terial aus einem inerten, mit an sich bekannten mechani- 

der zunachst entwickelten Kryokonservierung an Substrat- schen oder chemischen Bearbeitungsmitteln strukturierba- 

oberflachen besteht darin, daB beim Aufnebeln oder Auf- ren Material, wie z. B. Kunststoff, Keramik, Metall oder 

spriihen die Position und Anordnung der Zellen nicht steuer- 35 Halbleitermaterial. Das Kryosubstrat bildet vorzugsweise 

bar ist und daB sogar mehrere Tropfen- und Zellenlagen einen starren, flachigen, ebenen oder gekriimmten Korper, 

iibereinander abgelegt werden. der in an sich bekannter Weise mit einer Temperierungsein- 

Eine Verbesserung der Kryokonser\'ierung auf Substrat- richtung verbunden ist. Alternativ kann das Kryosubstrat 

oberflachen wird in EP 804 073 beschrieben. Biologische aber auch aus einem flexiblen, folienartigen Tragermaterial, 

Zellen werden von einer Umhullungslosung umgeben mit 40 z. B. aus Kunststoff, bestehen. 

einer MikrotropfenschuBeinrichtung in vorbestimmler Das Tragermaterial ist mit der Oberflachenstrukturierung 

Wcisc auf tcmpcricrbaren Substraten plaziert. Die Mikro- vorzugsweise einstiickig ausgebildct, kann aber auch bei be- 

tropfenschuBeinrichtung, die nach Art eines Tintenstrabl- stimmten Ausfuhrungsformen eine Zusammensetzung aus 

druckers ansteuerbar ist, erlaubt. eine hochgenaue und repro- den genannten Materialen umfassen. Diese Zusammenset- 

duzierbare Positionierung einzelner Materialproben auf dem 45 zung kann beispielsweise ein elektrisch isolierendes Grund- 

Kryosubstrat. Aus EP 804 073 ist auch bekannt, das Kryo- material mit bestimmten Oberflachenbeschichtungen, bei- 

substrat durch matrixartig angebrachte Ausnehmungen zu spielsweise aus Metall, darstellen. Unter einer funktionellen 

strukturieren, um bestimmte Prozeduren bei der Kryokon- Oberflachenstrukturierung zur Realisierung der vorliegen- 

servierung bzw. beim Auftauen des Substrate zu ermogli- den Erfindung wird allgemein jede Art der geometrischen 

chen. So sind die Ausnehmungen insbesondere fur ein ge- 50 oder stofflichen Veranderung des Kryosubstrais verstanden, 

richtetes Ablegen der Zellen ausgelegt. Zur Bereitstellung durch die entsprechend den Probenpositionen auf dem 

von Testchips, mit denen die Wechselwirkung verschieden- Kryosubstrat ortlich begrenzte Ablagebereiche geschaffen 

artiger Zellen im aufgetauten Zustand untersucht werden werden, von denen die jeweilige Probe oder Proben selektiv 

sollen, werden verschiedene Zellarten in oder zwischen den abnehmbar sind, ohne daB das gesamte Kryosubstrat er- 

Ausnehmungen abgelegt. Des weiteren ist aus EP 804 073 55 warmt werden muB. Die erfindungsgemaBe Probenauf- 

bekannt, an den Ausnehmungen Elektroden zur Implemen- nahme erfolgt demnach vorzugsweise an Kryosubstraten im 

tierung hochfrequenter elektrischer Felder vorzusehen, un- tiefgekiihlten Betriebszustand. 

ter deren Wirkung eine Untersuchung der Zellen im aufge- Das erfindungsgemaBe Verfahren kann mit beliebigen 

tauten Zustand durchgefuhrl wird. Proben implemenden werden, die defgefroren (z. B. bei der 

Die Kryokonservierung an gekiihlten Oberflachen besitzt 60 Temperatur von fliissigem Stickstoff) auf einem Kryosub- 

bisher den Nachteil, daB nach der Aufbringung auf das strat angebracht sind. Vorzugsweise bestehen die Proben aus 

Kryosubstrat eine probenspezifische Handhabung einzelner biologischen Materialmen, wie z. B. biologische Zellen oder 

Zellen nur im defgefrorenen oder aufgetauten Zustand am Zellgruppen oder Zellbestandteile, ggf. jeweils mit einem 

Kryosubstrat moglich war. Falls eine Bearbeitung im aufge- Umhiillungsmedium. Die Erfindung ist aber auch mit syn- 

tauten Zustand vorgesehen war, so muBte das gesamte Sub- 65 thetischen Materialien, wie z. B. Vesikeln, oder mit Zusam- 

strat erwarmt werden. Fiir eine Verbesserung der Untersu- mensetzungen aus biologischen und synthetischen Materia- 

chungstechniken und eine erhohte Ausnutzung kryokonser- lien anwendbar. 

vierter Probenbestande ist es jedoch wichtig, die einzelnen Die erfindungsgemaBe Probenaufhahme und -iibertra- 
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gung erfolgt auf ein Zielsubstrat, mit dem allgemein jede 
Art einer Einrichtung zur weiteren Handhabung oder Mani- 
pulierung der Probe bezeichnet wird. Beim Zielsubstrat er- 
folgt beispielsweise eine Lagerung, eine mechanische oder 
chemisdie Bearbeitung oder eine Unlersuchung der Probe. 
Das Zielsubstrat kann somit auch cin Kryosubstrat eines 
weiteren Konservierungssystems sein. 

Eine positionsselekfive mechanische Abtrennung von 
Proben vom Kryosubstrat umfaBt ein Abtrennen vorbe- 
stimmter Ablageelemente mit den jeweiligen Proben oder 
Probengruppen vom Substrat. Diese Abtrennung erfolgt mit 
einem geeigneten Werkzeug vorzugsweise unter Beibehal- 
tung des kryokonservierten Zustands der Proben. Es kann 
jedoch auch eine mechanische Abtrennung im aufgetauten 
Probenzustand vorgesehen scin. Eine thcrmische Abtren- 
nung erfolgt gemaB einer ersten Ausfiihrungsform der Erfin- 
dung durch eine positionsspezifische Erhohung der Sub- 
strattemperatur derart, daB die entsprechende Probe aufge- 
taut und mit einem geeigneten Werkzeug (z. B. Mikropi- 
pette, Pickingsnadel) abgenommen wird, oder daB positi- 
onsspezifisch Ablageelemente mit konservierten Proben 
thermisch vom Substrat abgetrennt werden. Zur thermi- 
schen Abtrennung wird eine elektrische Widerstandserwar- 
mung oder eine Strahlungscrwarmung (Laser, Mikrowcllen 
oder dgl.) an der gewiinschten Probenposition verwendet. 
Bei einer altemafiven Form einer thermischen Probenab- 
trennung ist ein Anfrieren der gewiinschten Proben an ein 
strukturiertes Werkzeug vorgesehen, das eine starkere Haf- 
tung der angefrorenen Proben im Vergleich zur Haftung an 
einem Probentrager bereitstellt. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Probenaufhahme- 
oder Probenhandhabungssystem zur Aufnahtne und/oder 
Ubertragung von Proben von einem Kryosubstrat auf ein 
Zielsubstrat, wobei ein derartiges System insbesondere ein 
funktionell strukturiertes Kryosubstrat, eine Abtrennein- 
richtung und eine Steuereinrichtung umfaBt. Die Abtrenn- 
einrichtung dient als "Irenneinrichtung und/oder als Aufneh- 
mer fur die abgetrennte oder freigegebene Probe. 

GemaB einem besonders wichtigen Gesichtspunkt der Er- 
findung wird ein Kryosubstrat mit einer funktionell struktu- 
rierten Oberflache ausgeslattet, die eine Vielzahl von Abla- 
geelementcn (z. B. Ablageplatten, Ablagcfolien) umfaBt, 
die zur Aufnahme jeweils einer Materialprobe und zur se- 
lektiven mechanischen oder thermischen Abtrennung der 
Probe, gegebenenfalls mit einem Teil des Ablageelements, 
vom Kryosubstrat ausgebildet sind. Die Dimensionierung 
der Ablageelemente ist anwendungsabhangig gewahlt. Ein 
Ablageelement kann charakteristische Dimensionen der 
GroBenordnung von 1 cm 2 bis 1 mm 2 oder auch darunter be- 
sitzen. Es kann auch die Abtrennung ganzer Probengruppen 
vom Kryosubstrat vorgesehen sein. 

Die Erfindung besitzt den Vorteil, daB erstmalig die Be- 
schrankungen der Kryokonservierung an temperierten Sub- 
stratoberflachen uberwunden und eine selektive Bearbei- 
tung einzelner Proben ermoglicht werden. Damit wird die 
Effektivitat der Einzelzellenkryokonservierung wesentlich 
erhoht. Die Gestaltung eines erfindungsgemaBen Kryosub- 
strats basiert auf an sich bekannten, gut beherrschbaren 
Strukturierungsmethoden. Die Kryosubstrate konnen aus 
kostengunstigem Material als Einweg-Produkte hergestellt 
werden. Ein weiterer Vorteil betrifft die Automatisierungs- 
fahigkeit des Gesamtsystems. Durch die Kombination der 
Probenaufnahme mit einem Bildverarbeitungssystem kann 
eine Probenubertragung von einem Kryosubstrat auf ein 
oder mehrere Zielsubstrate operatorunabhangig und auto- 
matisch durchgefuhrt werden. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden 
aus den im folgenden unter Bezug auf die beigefugten 



Zeichnungen beschriebenen Ausfiihrungsbeispielen ersicht- 
lich. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Ubersichtsdarstellung einer er- 
findungsgemaBen Vorrichtung zur Probenaufnahme an 
S Kryosubsuralen, 

Fig. 2 ein erfindungsgemaBes Kryosubstrat mit mecha- 
nisch abtrennbaren Ablageelementen, 

Fig. 3 eine vergroBerte Perspektivdarstellung eines Abla- 



10 Fig. 4 eine Illustration der Ubertragung einzelner Proben 
von einem Kryosubstrat entsprechend einer Ausfiihrungs- 
form des erfindungsgemaBen Verfahrens, 

Fig. 5 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat mit 
mechanisch abtrennbaren Ablageelementen, 

15 Fig. 6 eine vergroBerte Perspektivansicht von vicr Abla- 
geelementen gemaB Fig. 5, 

Fig. 7 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat, das 
zur simultanen Abtrennung einer Vielzahl von Proben aus- 
gebildet ist, 

20 Fig. 8 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat in 
Form einer flexiblen Folie, 

Fig. 9 ein weiteres erfindungsgemaBes Kryosubstrat, das 
zur thermischen Probenabtrennung ausgebildet ist, 
Fig. 10 cine vergroBerte Darstellung eines Heizclemcnts 
25 gemaB Fig. 9, 

Fig. 11 eine Illustration einer weiteren Ausfiihrungsform 
der erfindungsgemaBen Verfahrensweise bei Verwendung 
des Kryosubstrats gemaB Fig. 9, 
Fig. 12 eine schematische Schnittansicht einer weiteren 
30 Ausfiihrungsform eines erfindungsgemaBen Kryosubstrats 
mit thermischer Abtrennung von Ablageelementen, 

Fig. 13, 14 weitere Oberfliichenstrukturierungen an Kryo- 
substraten, 

Fig. 15 eine schematische Schnittansicht eines erfin- 
35 dungsgemaBen Kryosubstrats mit einzeln beweglichen Ab- 
lageelementen, 

Fig. 16 Oberflachenstrukturen zur Beeinflussung der 
Haftfahigkeit der Proben an Kryosubstraten, und 
Fig. 17 eine Illustration einer weiteren Verfahrensweise 
40 zur erfindungsgemaBen Probenaufnahme. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die 
Handhabung von Proben beschricben, die beispiclhaft aus 
einer oder mehreren biologischen Zellen mit einem Umhiil- 
iungslosungstropfen bestehen und bei der Temperatur des 
45 fliissigen Stickstoffs kryokonserviert worden sind. Die Er- 
findung ist in entsprechender Weise mit den oben genannten 
weiteren Probenmaterialien implementierbar. Eine Be- 
schrankung auf einen bestimmten Temperaturbereich oder 
ein bestimmtes Temperaturregime beim Einfrieren, Lagem 
50 und Auftauen der Proben ist nicht gegeben. Einzelheiten 
dieser Prozeduren sind an sich bekannt und konnen vom 
Fachmann anwendungsabhangig realisiert werden. 

Fig. 1 ist eine schematische UbersichtsdarsteEung einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Probenaufnahme an ei- 
55 nem Kryosubstrat. Die Vorrichtung umfaBt im einzelnen das 
Kryosubstrat 100 mit einer Vielzahl von Ablageelementen 
200, die jeweils fur eine kryofixierte Lagerung einer Probe 
300 ausgelegt sind, eine Abtrenneinrichtung 400, eine Bild- 
aufnahmeeinrichtung 500 und ein Steuerungssystem 600. 
60 Das Kryosubstrat 100, dessen Gestaltungsformen im einzel- 
nen unten erlautert werden, ist mit einem Kiihl- bzw. Heiz- 
aggregat 101 in an sich bekannter Weise teraperierbar und 
gegebenenfalls mit einem (nicht dargestellten) Mechanis- 
mus in eine Lagerungseinrichtung beweglich angeordnet. 
65 Die Abtrenneinrichtung 400 ist zum mechanischen oder 
thermischen Abtrennen von Proben vom Kryosubstrat 100 
und zur Ubertragung der abgetrennten Proben auf ein oder 
mehrere Zielsubstrate 130 ausgelegt. Zur Bewegung der Ab- 
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trenneinrichtung 400 ist eine Antriebseinheit 401 vorgese- 
hen. Anwendungsabhangig kann die Abtrenneinrichtung 
400 jedoch auch manuell betatigt werden. Die Bereitstel- 
lung der Antriebseinheit 401 ist ein fakultatives Merkmal 
der Erfindung, das jedoch insbesondere bei automalisierten 5 
Probenaufnahmcvorgangen am Kryosubstrat mit VorteiL im- 
plementiert wird. Die Bildaufhahmeeinrichtung 500 ist zur 
Aufnahme einer Abbildung der Oberflache des Kryosub- 
strats 100 ausgebildet. Im Steuersystem 600 ist eine an sich 
bekannte Bildauswertung vorgesehen, mit der das aufge- 10 
nommene Oberflachenbild in Bezug auf die Positionen der 
aufzunehmenden Proben ausgewertet wird. In Abhangigkeit 
von den ermittelten Probenpositionen kann dann die An- 
steuerung der Antriebseinheit 401 erfolgen. Die Steuerein- 
heit 600 ist ferner mit dcm Kiihl- bzw. Hcizaggregat 101, is 
dem Kryosubstrat 100 (bei thermischer Probenabtrennung), 
einem Display 601 und gegebenenfalls mit den '/ielsubstra- 
ten 130 verbunden. Anstelle oder zusatzlich zur Bildaufnah- 
meeinrichtung 500 kann ein Beobachtungssystem, z. B. ein 
Mikroskop, zur visuellen Betrachtung der Substratoberfla- 20 
che vorgesehen sein. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfin- 
dung ist mindestens eine Abtrenneinrichtung wie ein Pipel- 
ten- oder Nadclkopf eines Picking-Roboters fiber dem Kryo- 
substrat verfahrbar und an den gewiinschten Probenpositio- 25 
nen betatigbar. Es konnen auch eine Vielzahl von Abtrenn- 
einrichtungen matrixartig wie eine Pipettenmatrix bei einem 
Picking-Roboter angeordnet und betatigt werden. 

Eine erste Ausfuhrungsform des erfindungsgemiiBen 
Kryosubstrats 100 ist vergroBert in schematischer Perspek- 30 
tivansicht in Fig. 2 dargestellt. Das Kryosubstrat 100 umfaBt 
einen Subsiratkorper 110 mit einer durch die Ablageele- 
mente 200 gebildeten Oberflachenstrukturierung. Der Sub- 
stratkorper 110 bildet einen starren, ebenen Korper und be- 
steht aus Kunststoff (z. B. PMMA), Keramik (z. B. Alumi- 35 
niumoxid und andere Sinterkeramiken), Metall (z. B. Titan, 
Silber) oder einem Halbleitermaterial (z. B. Silizium). Kera- 
mik und Halbleitermaterialien besitzen den Vorteil guter 
thermischer Eigenschaften, wobei insbesondere fur eine ef- 
fektive Kiihlung eine hohe Warmeleitfahigkeit angestrebt 40 
wird. 

Die Ablagcclcmcnte 200 sind matrixartig reihen- und 
spaltenweise angeordnet. Anwendungsabhangig sind abge- 
wandelte Geometrien der Anordnung (z. B. kreisfomiig, 
gruppenweise oder dgl.) implementierbar. Bei der darge- 45 
stellten Ausffihrungsform werden die Ablageelemente 200 
durch Ablageplatten 210 gebildet. Einzelheiten einer Abla- 
geplatte 210 sind in Fig. 3 illustriert. 

Die Ablageplatten besitzen die Gestalt eines Stempels 
oder Pilzes und umfaBt einen vom Subsiratkorper 110 aus- 50 
gehenden Trager 211 geringen Querschnitts, der auf seiner 
vom Substratkorper 210 abgewandten Seite ein Ablageplatt- 
chen 212 groBeren Querschnitts tragt. Das Ablageplattchen 
212 besitzt eine mittig angeordnete Ausnehmung 213 zur 
Aufnahme der Probe 300, die im dargestellten Beispiel ei- 55 
nen gefrorenen Umhullungslosungstropfen 310 mit einer 
Zelle 320 umfaBt. Das Bezugszeichen 321 bezieht sich auf 
den schematisch illustrierten Zellkem der Zelle 320. 

Die Gestalt und Dimensionen der Ablageplatte 210 wer- 
den anwendungsabhangig, insbesondere unter Beriicksichti- 60 
gung der Gestalt der Abtrenneinrichtung (s. unten) gewahlt. 
Der Trager 211 wird mit einem derart geringen Querschnitt 
ausgefiihrt, daB er beim erfindungsgemaBen Abtrennen der 
Probe 300 vom Kryosubstrat eine mechanische Sollbruch- 
stelle bildet. Demgegeniiber wird das Ablageplattchen 212 65 
dicker und breiter ausgefiihrt, so daB beim Trennen des Tra- 
gers 211 keine Beschadigung des Ablageplattchens 212 er- 
folgt. 
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Das Ablageplattchen besitzt bei Verwendung einer gabel- 
formigen Abtrenneinrichtung (s. Fig. 4) vorzugsweise die 
dargestellte rechteckige Form. Es kann aber auch eine ninde 
Form vorgesehen sein, insbesondere falls eine kapillarfor- 
mige Abtrenneinrichtung zur Probenaufnahme verwendet 

Die Ablageelemente 200 werden vorzugsweise einstiik- 
kig mit dem Substratkorper 110 durch ein geeignetes Struk- 
turierungsverfahren ausgebildet. Bei einem Kryosubstrat 
auf Siliziumbasis wird dabei beispielsweise wie folgt vorge- 
gangen. Zunachst wird der Substratkorper 110 mit einer 
Dicke von rd. 0.1 mm bis 1.5 mm, z. B. auf der Basis eines 
Wafer-Materials, gebildet und mit einer Si0 2 -Schicht 
(Dicke rd. 0.1 urn bis 5 uni) versehen. Diese Si0 2 -Schicht 
wird cntsprechend den bcabsichtigtcn Abstandcn der Abla- 
geplattchen 212 (s. Fig. 2) selektiv geatzt, so daB das Si-Ma- 
terial des Subsrratkdrpers 110 entsprechend der Reihen- und 
Spaltenform zwischen den Ablageelementen 200 freiliegt. 
In diesen freiliegenden Bereichen erfolgt ein Unteratzen der 
Deckschicht, so daB sich die dargestellte Stempelform aus- 
bildet. 

In Fig. 4 ist die erfindungsgemafie Probenaufnahme vom 
Kryosubsiral 100 schematisch illustriert. Die ausschnitts- 
wcisc dargestellte Abtrenneinrichtung 400 besitzt an ihrem 
zum Kryosubstrat 100 weisenden Ende einen Ausleger 410 
mit einem gabelformigen Trennwerkzeug 411. Die Abtrenn- 
einrichtung 400 kann manuell oder mit der Antriebseinheit 
401 (s. Fig. 1) in Bezug auf das Kryosubstrat 100 in alien 
drei Raumrichtungen verfahren werden. Der Ausleger 410 
ist senkrecht oder schrag zur Substratoberfiache ausgerich- 
tet. Das Trennwerkzeug 411 erstreckt sich im wesentlichen 
parallel zur Substratoberfiache und umfaBt zwei zinkenar- 
tige Vorspriinge, die dazu ausgebildet sind, jeweils eine Ab- 
lageplatte 210 zu untergreifen und bei Ausubung einer be- 
stimmten Zug- oder Scherkraft vom Substratkorper 110 ab- 
zutrennen (abzubrechen). Die Abtrennkraft kann wie darge- 
stellt durch eine mechanische Hebelkraft oder altemativ 
auch durch Ausubung eines Unterdrucks auf das jeweilige 
Ablageelement, z. B. mit einer Mikropipette, erzeugt wer- 
den. 

Im einzelnen erfolgt die Probenaufnahme mit den Schrit- 
ten Anfahrcn der Abtrcnnvorrichtung 400 an die ge- 
wiinschte Substratposition (Pfeil A), Abbrechen oder Ab- 
trennen der Ablageplatte 210 (Pfeil B), Ubertragung der auf- 
genommenen Proben (mit dem Ablageelement) zum Ziel- 
substrat 130 (Pfeil C) und Lagerung und/oder weitere Mani- 
pulierung der Probe auf dem Zielsubstrat 130. Im Kryosub- 
strat 100' ergibt sich entsprechend der entnommenen Probe 
eine Liicke 113. 

Damit die Probe 300 bei der Ubertragung im kryokonser- 
vierten Zustand bleibt, kann vorgesehen sein, daB die Ab- 
trenneinrichtung 400 selbst gekiihlt ist und/oder die Ubertra- 
gung unter Aufblasen eines kalten Stickstoffstroms erfolgt. 
Bei einer abgewandelten (nicht dargestellten) Gestaltung 
der Abtrenneinrichtung 400 besitzt diese ein hulsenfbrmiges 
Trennwerkzeug (z. B. Spitze einer Mikropipette), das von 
oben fiber die gewunschte Ablageplatte 210 fahrt und diese 
durch eine geringfugige Scherbewegung abbricht. 

Eine Abwandlung der in den Fig. 2 bis 4 erlauterten Auf- 
nahme von Proben mit Teilen des Kryosubstrats ist durch 
die folgende, nicht dargestellte Gestaltung gegeben. Die 
funktionell strukturierte Oberflache des Kryosubstrats weist 
als Ablageelemente linien- oder matrixartig angeordnete 
Kunststoffolienstiicke auf, die jeweils wie ein Klebestreifen 
flachig auf den Substratkorper aufgeklebt sind. Die Folien- 
stficke besitzen eine anwendungsabhangig gewahlte GroBe 
wie beispielsweise die Ablageplatten 210 gemaB Fig. 2. Zur 
Probenaufnahme wird ein geeignetes Abstreifwerkzeug mit 
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einer Schneide oder Klinge verwendet, die das gewunschte 
Folienstiick am Rand untergreift und mit der Probe vom 
Kryosubstrat abzieht. Die Folie ist mit einem geeigneten 
Klebstoff auf den Substratkorper geklebt. Ein adharentes 
Anhaften der Folie ohne einen Klebsloff ist aber auch rnog- 
lich. Alternativ kann auch der gesamte Substratkorper mit 
einer flachigen Folie bedeckt sein, von der zur selektiven 
Probenaufnahme einzeme Stiicke ausgeschnitten werden, 
wie dies unter Bezug auf Fig. 8 erlautert wird. 

Fig. 5 illustriert eine weitere Ausfuhrungsform eines er- 
findungsgemaBen Kryosubstrats 100 mit einem oberflachen- 
slxukturierten Substratkorper 110, in dessen Oberflache der- 
ail reihenweise Ausnehmungen 112 mit keilformigem Quer- 
schnitl einge- bzw. unleratzl sind, daB als Ablageplatten 210 
freitragende Ablagezungen 214 gcbildct werden. Jcde Abla- 
gezunge ist zur Aufnahme von einer oder (wie dargestellt) 
mehreren Proben 300 ausgebildet. Eine vergroBerte Darstel- 
lung der Ablagezungen 214 ist in Fig. 6 dargestellt. Jede 
Ablagezunge ist jeweils mit drei Ausnehmungen 213 struk- 
turiert, in denen jeweils eine Zellprobe 320 angeordnet ist. 

Die Ablagezungen 214 besitzen an ihrem zum Substrat- 
korper 110 weisenden Ende eine Sollbruchstelle, an der wie- 
derum die Abtrennung bei Einsatz eines geeigneten Werk- 
zcugs erfolgt. Die Abtrcnneinrichtung ist in dicsem Fall vor- 
zugsweise wiederum mit einem gabelfbrmigen Trennwerk- 
zeug oder auch mit einem Greif- oder Klemmwerkzeug oder 
einer Saugeinrichtung zur Aufnahme der Ablagezungen 214 
ausgestattet 

Die Herstellung eines Kryosubstrats entsprechend der in 
den Fig. 5 und 6 illustrierten Ausfuhrungsform erfolgt bei 
Einsatz von Halbleitermaterial wiederum vorzugsweise 
durch anisotropes ALien der Ausnehmungen 112 (Unteral- 
zen der Ablagezungen 214). 

Die Buchstaben A-D in Fig. 6 weisen auf eine Markie- 
rungsmoglichkeit filr die einzelnen Ablageelemente des 
Kryosubstrats hin. Die Markierung erleichtert die Orientie- 
rung des Operators bei der Betrachtung des Kryosubstrats 
durch ein Mikroskop und gegebenenfalls auch eine Abbil- 
dungsauswertung in dem Steuersystem 600 (s. Fig. 1). 

Die gruppenweise Aufnahme jeweils einer Probe oder ei- 
ner Mehrzahl von Proben von einem Kryosubstrat 100 isl in 
Fig. 7 in schematischcr Scitenansicht (obcrer Teil der Abbil- 
dung) und Draufsicht (unterer Teil der Abbildung) illu- 
striert. Das Kryosubstrat 100, z. B. in Form eines Wafers 
tragt auf seiner Oberflache eine Strukturierung in Form lini- 
enhafter Verjiingungen 215, die die Substratoberflache in 
reihen- und spaltenweise angeordnete Segmente 216 unter- 
teilen. Wiederum bilden die Verjiingungen 215 Sollbruch- 
stellen, die ein selektives Abtrennen von einzelnen Proben 
oder Probengruppen in Reihen- oder Spaltenanordnung er- 
lauben. Die schwarz ausgefullten Flachen illustrieren sche- 
matisch Vertiefungen 213 entsprechend den obengenannten 
Vertiefungen 213 der Ablageplattchen 212 bzw. der Ablage- 
zungen 214. Jede Vertiefung 213 ist wiederum zur Auf- 
nahme einer Probe im kryokonservierten Zustand vorgese- 
hen. 

Die Ausbildung der Verjiingungen 215 erfolgt je nach 
Substratmaterial durch ein geeignetes Strukturierungsver- 
fahren, z. B. durch Atzen, Frasen oder dgl. Das Bezugszei- 
chen 217 bezieht sich auf einen schematisch eingezeichne- 
ten Bereich, der fur die Kryokonservierung auf dem Kryo- 
substrat 100 verwendet wird. 

Eine weitere Ausfuhrungsform, bei der ein mechanisches 
Abtrennen eines Substratteiles vorgesehen ist, auf dem eine 
Probe abgelegt ist, wird in Fig. 8 illustriert. Das Kryosub- 
strat 100 wird durch eine Substratfolie 120 gebildet. Die 
(nicht dargestellte) Oberflachenstmkturierung der Substrat- 
folie 120 umfaBt an jeder vorgesehenen Probenposition eine 



kreis- oder rahmenformige Trennlinie, an der ein bevorzug- 
tes Durchtrennen der Substratfolie 120 erfolgt, und/oder ein 
gitterfbrmiges Markierung snetz durch Aufdruck von Pro- 
benpositionen. Bei dieser Gestaltung ist zur erfindungsge- 

5 maBen Probenaufnahme vorgesehen, mit der Abtrennein- 
richtung 400 die Substratfolie 120 um die gewunschte Probe 
herum zu trennen und die Probe mit dem Ausschnitt der 
Substratfolie zum Zielsubstrat zu ubertragen. Die Abtrenn- 
einrichtung 400 ist eine Schneideinrichtung oder, wie bei- 

io spielhaft dargestellt, ein optisches Mittel in Form eines auf 
die Substratfolie 120 fokussierten Laserstrahls 413. Der La- 
serstrahl 413 erlaubt wie eine mechanische Schneideinrich- 
tung ein Durchtrennen des Substrats entlang der Schnittlinie 
121. Das ausgeschnitlene Substratteil wird mil einem Auf- 

15 nehmer, z. B. mit einer mit einem Unterdruck bcaufschlag- 
ten Mikropipette, aufgenommen und zum Zielsubstrat iiber- 

Im folgenden wird unter Bezug auf die Fig. 9 bis 14 ein 
Ausfuhrungsformen der erfindungsgemafien Probenauf- 

20 nahme beschrieben, bei der eine thermische Abtrennung der 
gewiinschten Proben (gegebenenfalls mit Teilen des Sub- 
strats) erfolgt. Dabei sind verschiedene Gestaltungen vorge- 
sehen, die es erlauben, die Proben in lief gefrorenem Zustand 
oder auch im aufgetauten Zustand aufzunehmen. 

25 Bei der Ausfuhrungsform gemaB Fig. 9 tragt das Kryo- 
substrat 100 Ablageelemente 200 in Form einer Vielzahl 
von reihen- und spaltenweise angeordneten Heizelementen 

230, die jeweils einen Heizbereich 231, einen fur alle Heize- 
lemente 230 gemeinsam ausgefuhrten MasseanschluB 232 

30 und einen SteueranschluB 233 aufweisen. Der Heizbereich 

231, der MasseanschluB 232 und der SteueranschluB 233 
sind in Fig. 10 vergroBert dargestellt. Diese Komponenien 
bilden auf der Oberflache der Kryosubstrats 100 wiederum 
eine funktionelle Strukturierung, bei der eine Probenablage 

35 an bestimmen Probenpositionen entsprechend der Lage der 
Heizbereiche 231 und eine thermische Probenabtrennung 
bei elektrischem StromfiuB durch das jeweilige Heizele- 
mente 230 vorgesehen sind. Das Substratmaterial besteht 
beispielsweise aus Kunststoff oder Keramik. Die Heizele- 

40 mente 230 konnen aus jedem geeigneten, vorzugsweise 
inerten leilfahigen Material (z. B. Plalin) gebildel sein. Die 
reihenweise Massenanschliisse 232 sind vorzugsweise iiber 
eine das gesamte Kryosubstrat 100 umgebende Masselei- 
tung 234 elektrisch miteinander verbunden. 

45 Jedes der Heizelemente 230 besitzt wiederum charakteri- 
stische Dimensionen im cm- bis mm-Bereich, kann aber 
auch wesentlich kleiner bis in den um-Bereich ausgefuhrt 
sein. Der jeweilige Heizbereich 231 wird durch einen 
schmalen, vorzugsweise maanderformigen Leiterstreifen 

50 gebildel, der sich bei StromdurchfluB zwischen dem Steuer- 
anschluB 233 und dem MasseanschluB 232 erwarmt. Der 
SteueranschluB 233 ist als Tastpad ausgefuhrt, das durch 
Aufsetzen einer beweglichen Elektrode (s. unten) mit einer 
Spannung zurErzielung des gewiinschten Heizstroms durch 

55 den Heizbereich 211 beaufschlagbar ist. 

Die selektive thermische Probenabtrennung ist auch in 
der schematischen Perspektivansicht gemaB Fig. 11 illu- 
striert. Fig. 11 zeigt wiederum das Substrat 100 mit dem 
Substratkorper 110, der die reihen- und spaltenweise ange- 

60 ordneten Heizelemente 230 tragt. Die Masseanschlusse 232 
sind samtlich mit dem Minus-Pol einer Heizstromquelle 421 
verbunden. Der Plus-Pol der Heizstromquelle 421 ist mit ei- 
ner Tastelektrode 422 der im ubrigen nur schematisch gestri- 
chelt dargestellten Abtrenneinrichtung 420 zur positionsse- 

65 lektiven thermischen Freigabe von Proben vom Kryosub- 
strat 100 verbunden. Die Tastelektrode 422 ist mit der Ab- 
trenneinrichtung 420 oder getrennt von dieser in Bezug auf 
das Kryosubstrat 100 beweglich. Das Aufsetzen der Tast- 
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elektrode 422 auf jeweils einen SteueranschluB 234 eines 
Heizelements 230 kefert einen StromfluB und damit eine Er- 
warmung des Heizbereiches 231, so daB die auf dem Heiz- 
bereich 231 positionierte Probe (nicht dargestellt) vom Sub- 
slral her teilweise oder vollslandig auftaul und mil der Ab- 
trcnneinrichtung 420 aufgenommen wcrdcn kann. Diese be- 
sitzt vorzugsweise die Gestalt einer Mikropipette. 

Das in Fig. 11 illustrierte Tastprinzip kann wie folgt mo- 
difiziert werden. Es kann vorgesehen sein, daB anstelle der 
einzelnen Tastspitze 422 eine Gruppe von Tastspitzen zur 
Freigabe einer Gruppen von Proben entsprechend einem 
vorbestimmten Muster aufgesetzt wird. Ferner kann anstelle 
des Tastprinzips ein Steckerprinzip realisiert werden. Es ist 
auch moglich, fur jede Heizelemenlreihe einen gemeinsa- 
men, von den Anschlussen der ubrigen Rcihen gctrennten 
MassenanschluB und fur jede Heizelementspalte einen ge- 
meinsamen, von den Anschlussen der Ubrigen Spalten ge- 
trennten SteueranschluB vorzusehen. Bei dieser Gestaltung 
erfolgt die Probenfreigabe derart, daB mit einer Steuerein- 
richtung die Heizstromquelle 421 mit einem Reihen-Spal- 
ten-Paar verbunden wird, dessen Kreuzungspunkt gerade 
der Position der gewunschten Probe entspricht. 

Fig. 12 stellt eine abgewandelte Ausfiihrungsform der er- 
findungsgcmaBcn thermischen Probcnaufhahmc dar, bei der 
jeweils mit der Probe auch ein Teil des Ablageelements vom 
Kryosubstrat getrennt wird. Das Kryosubstrat 100 umf'aBt 
den Substratkorper 110 und als Oberflachenstrukturierung 
die Ablageelemente 200 in Form von elektrisch ablosbaren 
Ablageplatten 220. Jede Ablageplatte 220 umfaBt einen Tra- 
ger 221 und ein Ablageplattchen 222. Das Ablageplattchen 
222 ist wie bei den oben beschriebenen Ausfuhrungsformen 
mit einer Ausnehmung 223 zur Aufnahrne der Probe 300 
versehen. Jeder Trager 221 umfaflt ein Trennelement 224 
und ein AnschluBelement 225, das durch das Trennelement 
224 vom Substratkorper 110 getrennt ist. Das Trennelement 
224 besteht beispielsweise aus elektrisch leitfahigen Bautei- 
len, das bei Erwarmung infolge StromdurchfiuB schmilzt 
oder sich zersetzt oder zumindest eine Abtrennung des Ab- 
lageplattchens 222 vom Substratkorper 110 erlaubt. 

Der Substratkorper 110 besteht vollstandig oder teilweise 
aus Metall und ist mit einem elektrischen AnschluB 117 ver- 
sehen, der substratseitig mit samtlichcn Trennclemcnten 224 
elektrisch verbunden ist. Jedes AnschluBelement 225 ist mit 
einem eigenen elektrischen SteueranschluB 226 versehen. 
Wird nun ein AnschluBpaar 117, 226 eines bestimmten Ab- 
lageelements 220 mit einer Spannung beaufschlagt, so be- 
wirkt der StromfluB durch das Trennelement 224 dessen 
Schmelze oder Erweichung, so daB das betroffene Ablage- 
element 200 mit einem geeigneten Werkzeug (s. beispiels- 
weise Fig. 4) aufgenommen und zum Zielsubslrat Iranspor- 
tiert werden kann. Dieses ist im unteren Teil von Fig, 12 il- 
lustriert. 

Das Trennelement 224 besteht vorzugsweise aus einem 
sich durch den StromfluB veranderndes (z. B. auflosendes) 
Material, wie z. B. ein unedles Metall (Aluminium oder 
dgl.), ein Gel etc. und besitzt eine Dicke von weniger als 
0.5 mm. 

Der Vorteil der Anordnung gemafi Fig. 12 besteht darin, 
daB trotz der Ihermischen Probenaufnahme die Probe 300 
im kryokonservierten Zustand verbleiben kann. 

Abwandlungen eines funktionellen Kryosubstrats mit 
oberflachenintegrierten, entsprechend den Probenpositionen 
einzeln ansteuerbaren Heizelementen sind in den Fig. 13 
und 14 in schematischer Draufsicht illustriert. Gemafi Fig. 
13 triigt der Substratkorper 110 des Kryosubstrats 100 ge- 
rade Elektrodenstreifen 240, die abwechselnd Bereiche ver- 
minderter elektrischer Leitfahigkeit 241 und Bereiche er- 
hohter elektrischer Leitfahigkeit 242 umfassen. Die Elektro- 



denstreifen besitzen eine charakteristische Breite, die der ty- 
pischen Querdimension der Ablageflache der kryokonser- 
vierten Proben entspricht. Die Proben 300 sind in den Berei- 
chen 241 verminderter elektrischer Leitfahigkeit angeord- 

5 net. Die Bereiche erhohter elektrischer Leitfahigkeit 242 
hingegen bilden Tastanschliisse bzw. Einspcisungspunkte 
fur einen Heizstrom. 

Mit zwei beweglicben Tastspitzen analog zu der Tastelek- 
trode 422 in Fig. 10 oder mit einer geeigneten Leitungsbe- 

10 schaltung ist zur erfindungsgemafien Probenaufnahme vor- 
gesehen, jeweils zwei Bereiche erhohter elektrischer Leitfa- 
higkeit 242 mit einer Heizspannung zu beaufschlagen. Der 
Stromflufi zwischen den beiden angesteuerten Bereichen lie- 
fert eine Erwarmung im Bereich venmnderter elektrischer 

15 Leitfahigkeit 241 zwischen den angesteuerten Bereichen 
242, so daB die dort gelegene Probe freigegeben wird. Dabei 
konnen auch mehrere Probenbereiche eingeschlossen wer- 
den, wie dies durch die Pfeile 243, 244 illustriert ist, die 
zwei elektrische Tastelektroden darstellen, die jeweils mit 

20 den Anschlussen einer Heizstromquelle verbunden sind. 
Damit ermoglicht die Streifengestaltung gemafi Fig. 13 
auch die Freigabe von reihenweise angeordneten Proben- 
gruppen. Die Probenaufnahme erfolgt dann wiederum mil 
einem geeigneten Werkzeug, wie beispielsweise einer Mi- 

25 kropipette oder einer Picking-Nadel, an deren Spitze die 
Probe anhaftet. 

Fig. 14 zeigt eine Abwandlung des dargestellten Prinzips 
der Ablage der Proben auf Substratbereichen geringerer 
elektrischer Leitfahigkeit, die elektrisch mit benachbarten 

30 Bereichen erhohter elektrischer Leitfahigkeit verbunden 
sind, am Beispiel eines Kryosubstrats 100 mit einer Vielzahl 
von DurchbrQchen 115 im Subslratkorper 100. Die Posilio- 
nen der Durchbriiche enlsprechen den gewunschten Proben- 
ablagepositionen. Die Durchbriiche 115 besitzen einen im 

35 Vergleich zu den charakteristischen Querschnittsdimensio- 
nen der abzulegenden Proben geringeren Durchmessers 
(z. B. zur Ablage biologischer Zellen geringer als 100 urn). 
Auf beiden Seiten des Substratkorpers 100 sind die Durch- 
briiche 115 mit einer Beschichtung versehen, die einen Be- 

40 reich verminderter elektrischer Leitfahigkeit 246 bildet. Die 
Beschichtungen auf beiden Substratseilen sind elektrisch 
mitcinandcr verbunden. Im ubrigen ist der Substratkorper 
100 auf beiden Seiten des Substrats mit einer Beschichtung 
versehen, die einen oder mehrere Bereiche erhohter elektri- 

45 scher Leitfahigkeit 247 bildet. Die Bereiche 247 erlauben 
eine Ansteuerung einzelner Ablagepositionen (247a) oder 
von Probengruppen (247b). Hierzu wird die elektrisch leit- 
fahige, vorzugsweise metallische Beschichtung zur Bildung 
der Bereiche 247 an den gewunschten Positionen (z. B. bei 

50 248) anwendungsabhangig durchirennt (Anbringung von 
schlitzformigen Unterbrechungen o. dgl). 

Durch Beaufschlagung der auf der Substratriickseite 
durchgehenden Beschichtung hoher Leitfahigkeit einerseits 
und des gewunschten Bereiches 247 entsprechend einer vor- 

55 bestimmten Probe mit einer elektrischen Heizspannung 
flieBt iiber die sich erwarmenden Bereiche 246 der ge- 
wiinschte Heizstrom, der ein zumindest teilweise Antauen 
der Probe und damit deren Freigabe bewirkt. 
Eine weitere Ausfuhrungsfonn eines funkdonell struktu- 

60 rierten Kryosubstrats 100 zur selektiven Probenentnahme ist 
vergroBert in schematischer Seitenansicht in Fig. 15 darge- 
stellt. Der Substratkorper 110 des Kryosubstrats weist eine 
Vielzahl von Durchbruchen 115 auf, die entsprechend der 
gewunschten Probenablage z. B. matrixartig reihen- und 

65 spaltenweise angeordnet sind. Die Ablageelemente 200 
werden bei dieser Ausfiihrungsform durch bewegliche Ab- 
lagestoBel 250 gebildet, die jeweils in einem der Durchbrii- 
che verschiebbar angeordnet sind. Jeder AblagestoBel 250 
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besteht aus einem Tragerstab 251 und einem Ablageplatt- 
chen 252, das gegebenenfalls mit einer Ausnehmung (ent- 
sprechend der Ausnehmung gemaB 213 gemaB Fig. 2 oder 
3) oder mit einer Oberflachenstrukturierung gemaB Fig. 16 
(s. unlen) versehen ist. Die Ablageplallehen 252 sind zur 
Aufnahme der kryokonservierten Proben 300 vorgcschen, 
die beim dargestellten Beispiel wiederum einen Umhiil- 
Jungslbsungstropfen 3.1.0 mit einer biologischen Telle 320 
umfassen. 

Im Ausgangszustand bzw. im Lagerzustand des Kryosub- 
strats bei tiefen Temperaturen sitzen alle AblagestoBel 250 
in den entsprechenden Durchbriichen 115 derail, daB die 
Ablageplattchen 252 auf der Oberflache des Substratkbrpers 
110 ruhen. Die Lange der Stabelemente 251 ist grbBer als 
die Dicke des Substratkbrpers 110, so daB die Stabelemente 
251 im Ausgangszustand auf der Unterseite des Substrats 
herausragen. 

Zur selektiven (probenspezifischen) oder gruppenweisen 
Probenentnalime werden nun einzelne oder Gruppen von 
AblagestoBeln 250 von der Riickseite des Kryosubstrats 100 
her mechanisch von der Substratebene abgehoben. Dieser 
Zustand ist fur vier AblagestoBel im unteren Teil von Fig. 1 5 
illuslriert. Die vorgeschobenen AblagestoBel 250 konnen 
dann mit einem geeignetcn Abtrcnn- oder Grcif-Werkzcug, 
wie dies beispielsweise oben unter Bezug auf Fig. 4 be- 
schriehen wurde, abgehoben und zum Zielsubstrat iibertra- 
gen werden. Dabei kann der kryokonservierte Zustand der 
Proben erhalten werden. 

Fur die verschiedenen Probenaufnahmeprozeduren an 
Kryosubstraten kann es vorteilhaft sein, die Proben mit einer 
hoheren oder einer geringeren Ruckhaltekraft am Kryosub- 
slrat zu verankern. Hierzu wird das Substrat an den Proben- 
ablagepositionen strukturiert, so daB der Kontaktbereich 
zwischen dem Substrat und der Probe vergrbBert oder modi- 
fiziert wird, um die gewiinschten Riickbaltekrafte einzustel- 
len. Beispiele filrderartige Strukturen sind in Fig. 16 zusam- 
mengestellt. 

GemaB der Struktur a ist auf der Oberflache des Substrat- 
kbrpers 110 eine nano- oder mikrostrukturierte Aufrauhung 
261 vorgesehen. Diese Aufrauhung 261 wird beispielsweise 
durch eine chemische Behandlung oder eine Laserbehand- 
lung des Substrats crzeugt und dicnt der besseren Haftung 
der Probe 300. Entsprechend dem Teilbild b ist eine extrem 
glatte Oberflache vorgesehen, die beispielsweise durch ei- 
nen polierten Bereich 262 gebildet wird. Innerhalb des po- 
lierten ggf. partiell hydrophobierten Bereiches 262 kann die 
Probe 300 auch im tiefgefrorenen Zustand leicht verschoben 
oder vom Substrat abgetrennt werden. Dies erleichtert eine 
Positionsanderung bzw. Aufnahme der Probe am Kryosub- 
su-dt. GemaB Teilbild c wird die Probe 300 in einer Mulde 
263 abgelegt, die sowohl einer verbesserten Verankerung 
am Substrat als auch einem Schutz beispielsweise gegen- 
iiber den Werkzeugen bei Abtrennung benachbarter Proben 
dient. Die Struktur 260 des Substrats kann auch einen profi- 
lierten Durchbruch 264 gemaB Teilbild d umfassen. Der 
Durchbruch 264 besitzt einen geringeren Durchmesser als 
die in der Probe 300 enthaltene biologische Zelle 320. Da je- 
doch beim Einfriervorgang der Umhiillungslbsungstropfen 
310 den Durchbruch 264 zumindest teilweise durchdringen 
kann, ergibt sich eine besonders feste Verankerung der 
Probe im kryokonservierten Zustand. Das Teilbild e illu- 
striert weitere Substratprotilierungen in Napf- oder Graben- 
form, die dazu dienen, beim Einfriervorgang die Tropfen- 
form zu beeinflussen und/oder die Probe am Substrat fest zu 
verankern. 

Fig, 17 zeigt eine weitere Variante einer erfindungsgema- 
Ben Probenaufnahme an Kryosubstraten, die insbesondere 
zur Erzeugung von Probenmustern auf dem Kryosubstrat 



dient. Im obersten Bild von Fig. 17 ist ein beliebiger Pro- 
bentrager 140 gezeigt, die bei Normaltemperatur (fliissiger 
Zustand der Proben 300) eine Vielzahl von Proben 300 tragt. 
Jede Probe 300 besteht beispielsweise aus einem Umhiil- 
5 lungslbsungstropfen 310 und zwei Zellen 320. Das Proben- 
muster auf dem Probentrager 140 wird beispielsweise mit 
einem Picking-Roboter mit Hilfe von Mikropipetten er- 
zeugt. 

Nach Fertigstellung des Musters wird ein tiefgekuhltes 
to Kryosubstrat 100 auf die Proben 300 aufgesetzt (mitderes 
Bild in Fig. 17), so daB die Proben 300 gefrieren. Das Kryo- 
substrat 100 besitzt auf der zu den Proben hinweisenden 
Oberflache Strukturen 260 zur HaftungsvergrbBerung, wie 
sie beispielsweise in Fig. 16 erlaulert sind. Der Probentrager 
is 140 hingegen besitzt cine glatte, vorzugsweise polierte 
Oberflache. Beim Einfriervorgang haften daher die Proben 
300 starker am Kryosubstrat 100 als am Probentrager 140 
und konnen damit mit dem Kryosubstrat 100 abgehoben 
werden (unterster Teil von Fig. 17). 
20 Das in Fig. 17 illustrierte Verfahren besitzt den Vorteil ei- 
nes definierten Einfriervorgangs (Kryoprozedur) fur samtli- 
che Proben. AuBerdem besitzen die Tropfen nach dem An- 
haften am Kryosubstrat eine planare Oberflache, was insbe- 
sondere fur eine mikroskopischc Beobachtung von Vorteil 

25 ist. 

Die oben erlauterten Ausfuhrungsformen der erfinriungs- 
gemaBen mechanischen und/oder thermischen Probenauf- 
nahme durch Abtrennung von einzelnen oder mehreren Pro- 
ben (gegebenenfalls mit Substratteilen) vom Kryosubstrat 
30 kann anwendungsabhangig, insbesondere fur bestimmte 
Kryosubstratformen (z. B. Zyknderoberflachen) oder fur be- 
stimmte Abirennwerkzeugformen modiflziert werden. Es 
kann ferner vorgesehen sein, die erfindungsgemafle Proben- 
aufnahme mit einem MeBverfahren zu kombinieren, bei 
35 dem die kryokonservierten Proben auf dem Kryosubstrat in 
Bezug auf bestimmte Eigenschaften untersucht und dann 
automatisch vom Kryosubstrat entnommen werden. 

Patentanspriiche 

40 

1. Verfahren zur Probenaufnahme an einem Kryosub- 
strat (100), auf dem jewcils an vorbestimmtcn Proben- 
positionen eine Vielzahl kryokonservierter Proben 
(300) angeordnet ist, dadurch gekennzeiebnet, daB 

45 einzelne Proben selektiv mechanisch oder thermisch 
vom Kryosubstrat (100) abgetrennt und zu einem Ziel- 
substrat (130) iibertragen werden. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum mecha- 
nischen Abtrennen der Proben Ablageelemente (200), 

50 auf denen jeweils eine Probe (300) angeordnet ist, se- 
lektiv mit einer Abtrenneinrichtung (400) durch Aus- 
ubung mechanischer Zug- oder Scherkrafte vom Sub- 
stratkbrper (110) des Kryosubstrats (100) abgelbst und 
die damit jeweils aufgenommene Probe gemeinsam nut 

55 dem Ablageelement zum Zielsubstrat (130) iibertragen 
werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem das Ablbsen 
der Ablageelemente (200) ein Abbrechen von Ablage- 
platten (210), die iiber SoEbruchstellen mit dem Sub- 

60 stratkbrper (110) verbunden sind, oder ein Abziehen 
von Ablagefolien umfaBt. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem das Ablbsen 
der Ablageelemente (200) ein selektives Verschieben 
von AblagestoBeln (250) und Aufnehmen der verscho- 

65 benen AblagestoBel (250) mit einer Greifeinrichtung 
umfaBt. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem das Ablbsen 
der Ablageelemente (200) ein selektives Ausschneiden 
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von Ablagebereichen aus einem Foliensubslrat (120) 
und eine Aufnahme der ausgeschnittenen Bereiche mit 
einer Greifeinrichtung umfaBt. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum thermi- 
sehen Abtrennen der Proben Ablageelemente (200), 5 
auf dencn jcweils cine Probe (300) angeordnet ist und 
die durch Heizelemente (230) gebildet werden, ein se- 
lektives, zumindest reilweises Auftauen der jeweiligen 
Probe mit dem Heizelement (230) erfolgt. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, bei dem die Heizele- 10 
mente (230) jeweils einen SteueranschluB (234) auf- 
weisen und die selektive Probenaufnahme ein Aufset- 
zen einer Tastelektrode (422) auf den SteueranschluB 
(234) zur selektiven Erwarmung der entsprechenden 
Probe und eine Aufnahme der Probe mit einer Abtrcnn- is 
einrichtung (400) umfaBt. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum mecha- 
nischen Abtrennen der Proben Ablageelemente (200), 
auf denen jeweils eine Probe (300) angeordnet ist, se- 
lektiv mit einer Abtrenneinrichtung (400) durch Aus- 20 
iibung einer thermischen Zersetzung vom Substratkor- 
per (110) des Kryosubstrats (100) abgelost und die da- 
mit jeweils aufgenommene Probe gemeinsam nut dem 
Ablageelcment zum Zielsubstrat (130) iibertragen wer- 
den. 2S 

9. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
sprilche, bei dem wahrend der selektiven Probenauf- 
nahme das Kryosubstrat (100) im Bereich der auf dem 
Kryosubstrat verbleibenden Proben im gekiihlten Zu- 
stand bei der Kryotemperatur verbleibt. 30 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 2 bis 9, bei 
dem selektiv Probengruppen aufgenommen werden. 

11. Vorrichtung zur Probenaufnahme an Kryosubstra- 
ten (100), die umfaBt: 

- ein funktionell oberflachenstrukturiertes Kryo- 35 
substrat (100) mit einer Vielzahi von Ablageele- 
menten (200) fur kryokonservierte Proben (300), 
wobei die Ablageelemente (200) fur eine selektive 
mechanische oder thermische Abtrennung der 
Proben vom Kryosubstrat (100) ausgebildet sind, 40 
und 

- cine Abtrenneinrichtung (400), die zum Ab- 
trennen und Aufnehmen der Proben (300) vom 
Kryosubstrat (100) ausgebildet ist. 

12. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 45 
geelemente (200) Ablageplatten (210) umfassen, die 
jeweils iiber eine Sollbruchstelle mit einem Substrat- 
korper (110) des Kryosubstrats (100) verbunden sind. 

13. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geeleinente (200) AblagestoBel (250) umfassen, die im 50 
Substratkorper (110) des Kryosubstrats (100) senkrecht 

zu dessen Oberflache verschiebbar angeordnet sind. 

14. Vorrichtung gemaB Anspruch 12 oder 13, bei der 
die Abtrenneinrichtung (400) ein gabelfbrmiges Trenn- 
werkzeug (411), ein Greifwerkzeug, ein Klemmwerk- 55 
zeug oder eine Saugeinrichtung aufweist. 

15. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geelemente (200) Heizelemente (230) umfassen, die 
zum zumindest leilweisen Auftauen der jeweils abge- 
legten Probe (300) ausgebildet sind. 60 

16. Vorrichtung gemaB Anspruch 15, bei der die Hei- 
zelemente (230) jeweils einen Heizbereich (231) auf- 
weisen, der mit einem MasseanschluB (232) und einem 
SteueranschluB (233) verbunden ist, wobei alle Masse- 
anschliisse (232) der Heizelemente (230) elektrisch 65 
miteinander verbunden und die Steueranschliisse (233) 
selektiv voneinander elektrisch getrennt und zur Beauf- 
schlagung der Heizelemente (230) mit einer Heizspan- 



nung beaufschlagbar sind. 

17. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, bei der die Abla- 
geelemente (200) elektrisch ablosbare Ablageplatten 
(220) umfassen, bei denen jeweils ein Trennelement 
(224) vorgesehen ist, das bei Beaufschlagung mit einer 
elcktrischen Spannung cine Abtrennung der Probe mit 
der Ablageplatte (220) vom Substratkorper (110) durch 
SchmeJzen oder Zersetzung des Trennelements (224) 
ermbglicht. 

18. Kryosubstrat (100), das einen Trager fur eine Viel- 
zahi von Proben (300) bildet, die an der Oberflache des 
Kryosubstrats (100) im gefrorenen Zustand angeordnet 
sind, dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflache eine 
Vielzahi von Ablageelementen (200) zur Aufnahme je- 
weils einer Probe (300) aufweist, wobei jedes Ablage- 
element zur selektiven Abtrennung der jeweiligen 
Probe vom Kryosubstrat ausgelegt ist. 

19. Kryosubstrat gemaB Anspruch 18, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) Ablageplatten (210) umfassen, die 
iiber Sollbruchstellen mit einem Substratkorper (110) 
des Kryosubstrats (100) verbunden sind. 

20. Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) Heizelemente (230) umfassen, die 
zum zumindest teilweisen Auftauen der jeweils abge- 
legten Probe ausgelegt sind. 

21 . Kryosubstrat gemaB Anspruch 1 8, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) AblagestoBel (250) umfassen, die 
im Substratkorper (110) des Kryosubstrats (100) senk- 
recht zu dessen Oberflache verschiebbar sind. 

22. Kryosubstrat gemaB Anspruch 18, bei dem als Ab- 
lageelemente (200) Folienstiicke vorgesehen sind, die 
im gekiihlten Zustand des Kryosubstrats (100) vom 
Substratkorper (110) abziehbar sind, 

23. Kryosubstrat gemaB Anspruch 18, bei dem die Ab- 
lageelemente (200) oder die Substratoberflache eine 
Oberflachenmodifizierung zur Beeinflussung der Pro- 
benhaftung in Form einer Oberflachenaufrauhung, ei- 
ner Polierung, einer Ausnehmung, eines Durchbruchs 
oder eines Verankerungsgrabens umfassen. 
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